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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음의 단계를 포함하는 무세포 DNA(cell free DNA, cfDNA) 기반의 간암 예후예측 방법:

a) 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 획득하는 단계; 

b)  상기 서열정보(reads)를 참조집단의 표준 염색체 서열 데이터베이스(reference  genome  database)에 정렬

(alignment)하는 단계; 

c) 상기 정렬된 서열정보(reads)에 대하여 퀄리티를 확인하여, 기준값(cut-off value) 이상인 서열정보만 선별

하는 단계;

d) 상기 표준 염색체를 일정 구간(bin)으로 나누고, 상기 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 각 구간의 양을 확

인하고 정규화하는 단계;

e) 참조집단의 정규화된 각 구간(bin)에 매치되는 리드의 평균과 표준편차를 구한 다음, 상기 d) 단계에서 정규

화한 값 사이의 Z 점수를 계산하는 단계; 

f) 상기 Z 점수(Z score)를 이용하여 염색체를 구분하여, I 점수를 계산하는 단계; 및

g) 상기 I 점수(I-score)의 기준값(cut-off value)을 초과할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는 단계.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 a) 단계는 다음의 단계를 포함하는 방법으로 수행되는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의

간암 예후예측 방법:

 (a-i)  채취된  무세포  DNA에서  염석  방법(salting-out  method),  컬럼크로마토그래피  방법(column

chromatography method), 또는 비드 방법(beads method)을 사용하여 단백질, 지방, 및 기타 잔여물을 제거하고

정제된 핵산을 수득하는 단계; 

(a-ii)  상기 정제된 핵산에 대하여, 싱글-엔드 시퀀싱(single-end sequencing)  또는 페어-엔드 시퀀싱(pair-

end sequencing) 라이브러리(library)를 제작하는 단계; 

(a-ⅲ) 상기 제작된 라이브러리를 차세대 유전자서열검사기(next-generation sequencer)에 반응시키는 단계; 및

(a-ⅳ) 상기 차세대 유전자서열검사기에서 핵산의 서열정보(reads)를 획득하는 단계.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 (a-ⅰ) 및 상기 (a-ⅱ) 단계 사이에, 상기 (a-ⅰ) 단계에서 정제된 핵산을, 효소적 절단, 분쇄 또는 하이

드로쉐어방법(hydroshear method)으로 무작위 단편화(random fragmentation)하여 싱글-엔드 시퀀싱 또는 페어-

엔드 시퀀싱 라이브러리를 제작하는 단계를 추가로 포함하는 방법으로 수행되는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반

의 간암 예후예측 방법. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 a) 단계의 서열정보를 획득하는 단계는 분리된 무세포 DNA를 1백만 내지 1억 리드 깊이로

전장 유전체 시퀀싱을 통해 획득하는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 방법.
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청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 c) 단계는 다음의 단계를 포함하는 방법으로 수행되는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의

간암 예후예측 방법:

(c-i) 각 정렬된 핵산서열의 영역을 특정하는 단계; 및

(c-ii) 상기 영역 내에서 정렬 일치도 점수(mapping quality score)와 GC 비율의 기준값을 만족하는 서열을 선

별하는 단계.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 기준값은, 상기 정렬 일치도 점수(mapping quality score)가 15 내지 70이고, GC 비율은

30 내지 60%인 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 방법.

청구항 7 

제5항에 있어서, c) 단계는, 염색체의 중심체 또는 말단체의 데이터를 제외하고 수행되는 것을 특징으로 하는

cfDNA 기반의 간암 예후예측 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 d) 단계는 다음의 단계를 포함하는 방법으로 수행되는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의

간암 예후예측 방법:

(d-i) 표준 염색체를 일정구간(bin)으로 나누는 단계;

(d-ii) 상기 구간별 정렬된 리드 개수 및 리드들의 GC양을 산출하는 단계;

(d-iii) 상기 리드 개수 및 GC양을 바탕으로 회귀분석을 실시하여 회귀계수를 산출하는 단계; 및

(d-iv) 상기 회귀계수를 이용하여 리드 개수를 정규화하는 단계.

청구항 9 

제8항에 있어서, (d-i)에서의 일정구간(bin)은 100 kb 내지 2 Mb인 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후

예측 방법.

청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 e) 단계는, 하기의 수식 1로 계산하는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측

방법: 

 수식 1: Z 점수 

청구항 11 

제1항에 있어서, 상기 (f) 단계는 다음의 단계를 포함하는 방법으로 수행되는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의
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간암 예후예측 방법:

(f-i) 각 구간별 Z 점수를 기반으로 CBS(Circular Binary Segmentation) 방법으로 염색체 영역을 구분하는 단

계;

(f-ii) 상기 구분된 구역의 Z 점수의 평균 절대값이 기준값 이상인 지역의 염색체길이(size)를 구하는 단계; 및

(f-iii) 하기 수식 2로 I 점수를 계산하는 단계.

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 Z 점수의 평균 절대값의 기준값은 1-2인 것을 특징으로 하는 순환 종양 DNA 검출 방법.

청구항 13 

제1항에 있어서, 상기 I 점수의 기준값은 1637인 것을 특징으로 하는 순환 종양 DNA 검출 방법.

청구항 14 

제1항에 있어서, 

분리된 무세포 DNA의 농도를 측정하여, 무세포 DNA의 농도가 기준값을 초과하면 나쁜 예후인 것으로 판단하는

단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 

분리된 무세포 DNA 농도의 기준값은 0.71ng/μl인 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 방법.

청구항 16 

제1항에 있어서,

상기 I 점수가 1638 내지 3012인 경우, 중등도 위험군으로 분류하고, 3013 내지 13672인 경우, 고도 위험군으로

분류하고, 13673 내지 28520인 경우 초고도 위험군으로 분류하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는

cfDNA 기반의 간암 예후예측 방법.

청구항 17 

제1항 내지 제16항 중 어느 한 항의 방법으로 간암 예후를 예측하는 단계를 포함하는 간암의 예후 판단을 위한

정보의 제공 방법.

청구항 18 

생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 해독하는 해독부; 

해독된 서열을 참조집단의 표준 염색체 서열 데이터베이스에 정렬하는 정렬부; 

정렬된 서열정보(reads)에 대하여 기준값(cut-off value) 이상인 샘플의 서열정보만 선별하는 품질관리부; 및 

선별된 서열정보(reads)에 대하여, 참조집단 샘플과 비교하여 Z 점수(Z score)를 계산한 다음, 이를 바탕으로 I
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점수(I-score)를 도출하여, I 점수가 기준값(cut-off value)을 초과할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는

결정부를 포함하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 장치.

청구항 19 

제18항에 있어서, 분리된 무세포 DNA의 농도를 측정하여, 농도가 기준값을 초과하면 나쁜 예후인 것으로 판단하

는 농도 기반 예후 결정부를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 장치.

청구항 20 

컴퓨터 판독 가능한 매체로서, 간암 예후를 예측하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명령을 포함하되, 

a) 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 획득하는 단계; 

b)  상기 서열정보(reads)를 참조집단의 표준 염색체 서열 데이터베이스(reference  genome  database)에 정렬

(alignment)하는 단계; 

c) 상기 정렬된 서열정보(reads)에 대하여 퀄리티를 확인하여, 기준값(cut-off value) 이상인 서열정보만 선별

하는 단계;

d) 상기 표준 염색체를 일정 구간(bin)으로 나누고, 상기 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 각 구간의 양을 확

인하고 정규화하는 단계;

e) 참조집단의 정규화된 각 구간(bin)에 매치되는 리드의 평균과 표준편차를 구한 다음, 상기 d) 단계에서 정규

화한 값 사이의 Z 점수를 계산하는 단계; 

f) 상기 Z 점수(Z score)를 이용하여 염색체를 구분하여, I 점수를 계산하는 단계; 및

g) 상기 I 점수(I-score)의 기준값(cut-off value)을 초과할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는 단계.

를 포함하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명령을 포함하는 컴퓨터 판독 가능한 매체.

청구항 21 

제20항에 있어서, 분리된 무세포 DNA의 농도를 측정하여, 

무세포 DNA의 농도가 기준값을 초과하면 나쁜 예후인 것으로 판단하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로

하는 컴퓨터 판독 가능한 매체.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 혈중 무세포 DNA 기반의 간암 치료 예후예측 방법에 관한 것으로, 보다 구체적으로는 생체시료에서[0001]

무세포 DNA(cell free DNA, cfDNA)를 추출하여, 서열정보를 획득한 다음, 염색체 영역의 정규화 교정 및 회귀분

석을 이용한 무세포 DNA 기반의 간암 치료 예후예측 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

원발성 간암은 전 세계적으로 세 번째로 흔한 암 사망 원인이며 그 발생빈도가 점차 증가하고 있는 암이다[0003]

(Ferlay J et al., Int J Cancer Vol. 136:E359-86, 2015). 2015년 우리나라에서 발생한 214,701건의 암 중

7.3%에 해당하는 15,757건이 간암이었고 이는 전체 암 중 6번째로 많은 수 이며 암 사망률 또한 2위의 높은 순

위를 보였다. 연령별 간암의 발생 비율은 50대가 27.1%로 가장 많았고 60대, 70대가 각각 26.0%, 23.9%를 차지

하였다. 원발성 간암 중 간세포암은 전체 간암의 85~90%를 차지하는 주된 조직학적 아형이다. 간세포암 발병의

주된 원인으로는 B형과 C형 간염바이러스의 감염을 들 수 있다. 또한 간염바이러스 외에도 장기간의 음주와 간
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경변증 역시 간암의 위험요인으로 알려져 있다. 알코올성 간경변증 환자의 8%, 간경병증 환자의 4%에서 5년 내

에 간세포암이 발견되었다는 연구결과가 있으며 간경변증이 심할수록, 연령이 높을수록 간암 발생위험이 높다고

알려져 있다(Fattovich G et al., Gastroenterology, Vol. 127:S35-50, 2004). 

암은 세포의 유전자 돌연변이가 누적되면서 세포분열이 정상적으로 조절되지 않아 발생한다. 때문에 암세포의[0004]

염색체는 결실이나 중복, 전좌와 같은 염색체이상(chromosomal abnormality)이 빈번하게 나타나는 특징이 있다.

특히 염색체이상으로 인한 종양유전자(Oncogene)의 활성화 또는 종양억제유전자(Tumor suppressor gene)의 비활

성화가 암의 발생에 큰 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 간암의 경우 1, 7, 8, 17, 20번 염색체의 중복과 4,

8, 13, 16, 17번 염색체의 결실이 간암의 발병과 높은 연관성을 보이는 것으로 알려져 있다(Zhou C, et al.,

Sci  Rep.  2017  Vol.  7(1):10570).  특히  간암  환자의  somatic  copy  number  alteration(SCNA)는  p53

signaling(TP53, CDKN2A), Wnt/β-catenin pathway(CTNNB1, AXIN1), chromosomal remodeling(ARID1A, ARID1B,

ARID2)  관련  유전자들 및  telomerase  maintenance와  관련된 TERT유전자에서 빈번하게 나타났다(Ng  CKY,  et

al., Front Med (Lausanne). 2018 Vol. 5:78). 해당 유전자들은 세포 주기와 세포성장 조절과 관련된 유전자들

이며 간암의 발생에 있어 해당 유전자들 간에 연관성을 확인한 연구들이 발표된 바 있다(Ju-Seog Lee, Clin Mol

Hepatol. 2015 Vol. 21(3): 220-229). 염색체 이상으로 인한 암의 발생 기작에 관한 연구들이 이루어지면서 암

의 진단 및 예후관측의 지표로 활용하려는 노력이 계속되고 있다(Parker BC and Zhang W, Chin J Cancer. Vol.

11:594-603. 2013).

더 나아가 최근에는 액체생검(Liquid biopsy) 기술을 이용하여 세포의 괴사(necrosis), 세포자살(apoptosis),[0005]

분비(secretion)에 의해 혈장 내에 존재하는 무세포 DNA(cfDNA; cell-free DNA)를 이용하여 염색체이상을 검출

하려는 연구들이 진행되고 있다. 특히 종양세포에서 유래된 혈중 무세포 DNA는 정상세포에서 나타나지 않는 종

양 특이적인 염색체이상 및 돌연변이를 포함하고 있으며, 반감기가 2시간 정도로 짧아서 종양의 현재상태를 반

영한다는 장점이 있다. 또한 비침습적이고 반복적으로 채취가 가능하기 때문에 혈중 무세포 DNA는 암의 진단,

모니터링 및 예후 관측 등 암과 관련된 다양한 분야에서 종양 특이적인 생체 표지자로써 각광받고 있다. 최근

분자진단기술이 발전하면서 Digital Karyotyping, PARE 분석 등을 통해 암 환자의 혈중 무세포 DNA에서 종양 특

이적인 염색체이상을 검출이 가능하다는 연구와 함께 이를 임상적으로 확인한 연구결과들이 발표된 바 있다

(Leary RJ et al., Sci Transl Med. Vol. 4, Issue 162. 2012).

난소암 환자 10명을 대상으로 한 Faye R. Harris의 연구에 따르면, 환자의 암 조직 DNA에서 확인한 미세결실을[0006]

수술 전후에 얻은 ctDNA에서 분석한 바 있다(Harris FR et al., Sci Rep. Vol. 6: 29831. 2016). 그 결과, 수

술 전 8명의 환자, 수술 후 8명 중 3명의 재발환자 모두에게서 미세결실을 검출 하였다. 이를 통해 혈중 무세포

DNA의 미세결실 검출이 임상적으로 유의미하며, 종양 특이적인 염색체 이상이 혈중 무세포 DNA에 반영되는 것을

확인하였다.

이외에도 Daniel G. Stover는 전이성 TNBC(Triple-Negative Breast Cancer)환자 164명을 대상으로 cfDNA를 통[0007]

해 조직특이적 CNA를  분석한 바 있다(Stover  DG.  et  al.,  J  Clin  Oncol.  Vol.  36(6):543-553).  그  결과,

NOTCH2, AKT2, AKT3와 같은 특정 유전자의 copy number gain이 전이성 TNBC에서 원발성 TNBC에 비해 높게 나타

났으며, 18q11과 19p13 염색체의 중복을 가진 전이성 TNBC 환자의 생존율이 통계적으로 유의하게 낮은 것을 확

인한 바 있다.

이러한 기술배경하에, 본 발명자들은 혈중 무세포 DNA 기반의 간암 예후예측 방법을 개발하기 위해 예의 노력한[0008]

결과, 혈중 무세포 DNA 농도와 염색체 영역의 정규화 교정 및 회귀분석을 수행할 경우, 높은 민감도로 간암 환

자의 예후를 예측할 수 있다는 것을 확인하고, 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 무세포 DNA(Cell Free DNA, cfDNA) 기반의 간암 예후예측 방법을 제공하는 것이다.[0010]

본 발명의 다른 목적은 간암 예후를 예측하는 장치를 제공하는 것이다.[0011]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 방법으로 간암 예후를 예측하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명령을[0012]

포함하는 컴퓨터 판독 가능한 매체를 제공하는 것이다.
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본  발명의  또  다른  목적은  상기  방법을  포함하는  간암의  예후  판단을  위한  정보의  제공  방법을  제공하는[0013]

것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 a) 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 획득하는 단계; b)[0015]

상기  서열정보(reads)를  참조집단의  표준  염색체  서열  데이터베이스(reference  genome  database)에  정렬

(alignment)하는 단계; c) 상기 정렬된 서열정보(reads)에 대하여 퀄리티를 확인하여, 기준값(cut-off value)

이상인 서열정보만 선별하는 단계; d) 상기 표준 염색체를 일정 구간(bin)으로 나누고, 상기 선별된 서열정보

(reads)에 대하여, 각 구간의 양을 확인하고 정규화하는 단계; e) 참조집단의 정규화된 각 구간(bin)에 매치되

는 리드의 평균과 표준편차를 구한 다음, 상기 d) 단계에서 정규화한 값 사이의 Z 점수를 계산하는 단계; f) 상

기 Z 점수(Z score)를 이용하여 염색체를 구분하여, I 점수를 계산하는 단계; 및 g) 상기 I 점수(I-score)의 기

준값(cut-off  value)을 초과할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는 단계를 포함하는, 무세포 DNA(cell

free DNA, cfDNA) 기반의 간암 예후예측 방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 해독하는 해독부; 해독된 서열을 참조집단의 표[0016]

준 염색체 서열 데이터베이스에 정렬하는 정렬부; 정렬된 서열정보(reads)에 대하여 기준값(cut-off value) 이

상인 샘플의 서열정보만 선별하는 품질관리부; 및 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 참조집단 샘플과 비교하여

Z 점수(Z score)를 계산한 다음, 이를 바탕으로 I 점수(I-score)를 도출하여, I 점수가 기준값(cut-off valu

e)을 초과할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는 결정부를 포함하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 장치를

제공한다.

본 발명은 또한, 컴퓨터 판독 가능한 매체로서, 간암 예후를 예측하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명[0017]

령을 포함하되, a) 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 획득하는 단계; b) 상기 서열정보(reads)를

참조집단의 표준 염색체 서열 데이터베이스(reference genome database)에 정렬(alignment)하는 단계; c) 상기

정렬된  서열정보(reads)에  대하여  퀄리티를  확인하여,  기준값(cut-off  value)  이상인  서열정보만  선별하는

단계; d) 상기 표준 염색체를 일정 구간(bin)으로 나누고, 상기 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 각 구간의

양을 확인하고 정규화하는 단계; e) 참조집단의 정규화된 각 구간(bin)에 매치되는 리드의 평균과 표준편차를

구한 다음, 상기 d) 단계에서 정규화한 값 사이의 Z 점수를 계산하는 단계; f) 상기 Z 점수(Z score)를 이용하

여 염색체를 구분하여, I 점수를 계산하는 단계; 및 g) 상기 I 점수(I-score)의 기준값(cut-off value)을 초과

할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는 단계를 포함하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명령을 포

함하는 컴퓨터 판독 가능한 매체를 제공한다. 

본 발명은 또한 상기 방법을 포함하는 간암의 예후 판단을 위한 정보의 제공 방법을 제공한다.[0018]

발명의 효과

본 발명에 따른 간암 예후예측 방법은 차세대 염기서열 분석기법(Next Generation Sequencing, NGS)을 이용하여[0020]

간암 환자의 예후예측 정확도를 높일 뿐만 아니라 검출하기 어려웠던 매우 낮은 농도의 무세포 DNA에 기반의 예

후예측 정확도를 높여서 상업적 활용도를 높일 수 있다. 따라서 본 발명의 방법은 간암 환자의 예후 판단에 유

용하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 cfDNA 기반 간암 예후예측을 위한 전체 흐름도이다. [0022]

도 2는 read data의 QC(퀄리티 관리, quality control) 과정 중, LOESS 알고리즘에 의한 GC 교정 전과 후의 시

퀀싱 리드 수의 보정결과를 도식화 한 것이다.

도 3은 정상인과 간암 환자의 혈중 무세포 DNA 농도 차이를 확인한 결과이다.

도 4는 혈중 무세포 DNA 농도에 따른 간암의 진행 및 생존 여부에 대한 평가 결과이다.
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도 5는 본 발명의 방법에 따른 간암의 진행 및 생존 여부에 대한 예후 예측 결과이다.

도 6은 본 발명의 I 점수를 세분화한 그룹별 간암 환자의 생존 여부에 대한 예후 예측 결과이다.

도 7은 본 발명의 I 점수를 세분화한 그룹별 간암의 진행에 대한 예후 예측 결과이다.

도 8은 본 발명의 I 점수와 혈중 무세포 DNA 농도의 상관관계를 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0023]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 일반적으로 본 명세서에서

사용된 명명법 및 이하에 기술하는 실험 방법은 본 기술 분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 발명에서는, 간암 환자 샘플에서 획득한 서열 분석 데이터를 정규화하고, 기준값을 바탕으로 정리한 뒤, 일[0024]

정 구간(bin)으로 나누어 각 구간(bin) 별 리드 양을 정규화 한 다음, 참조집단 샘플과의 Z 점수(Z score)를 계

산하고, 도출된 Z 점수(Z score)를 기반으로 염색체를 다시 나눈 뒤(segmentation), 이를 바탕으로 I 점수(I-

score)를 계산하여, I 점수(I-score)가 1637을 초과하면, 나쁜 예후를 나타내고 1637 이하이면 좋은 예후를 나

타내는 것으로 판단할 수 있다는 것을 확인하였다.  구체적으로, I 점수의 범위에 따라 간암에 의한 사망 또는

진행에 대한 위험군을 분류하여 확인할 수 있다.  보다 구체적으로, I 점수가 1638 내지 3012인 경우, 중등도

위험군으로 분류되고, I 점수가 3013 내지 7448인 경우 및 7449 내지 13672인 경우 고도 위험군으로 분류되고,

I 점수가 13673 내지 28520인 경우 초고도 위험군으로 분류될 수 있다.

즉, 본 발명의 일 실시예에서는, 정상인 14명과 간암 환자 151명의 혈액에서 추출한 DNA를 시퀀싱 한 뒤, LOESS[0025]

알고리즘을 이용하여 품질을 관리하고, 염색체를 일정 구간(bin)으로 구분하여 각 구간 별 매칭되는 리드 양을

GC 비율로 정규화한 다음, 정상인 샘플에서 각 구간(bin)에 매치되는 리드의 평균과 표준편차를 구한다음, 상기

정규화한 값과의 Z 점수(Z score)를 계산하고 이를 기반으로 Z 점수(Z score)가 급변하는 염색체 영역을 다시

나눈 뒤(segmentation), 이를 이용하여 I 점수(I-score)를 계산하여, I 점수(I-score)가 1637을 초과할 경우,

간암 환자의 예후가 나쁘다고 판정하는 방법을 개발하였다(도 1)

본 발명에서 용어 "리드(reads)"는, 당업계에 알려진 다양한 방법을 이용하여 서열정보를 분석한 하나의 핵산[0026]

단편을 의미한다.  따라서, 본 명세서에서 용어 “서열정보” 및 “리드”는 시퀀싱 과정을 통해 서열정보를 수

득한 결과물이라는 점에서 동일한 의미를 가진다.

본 발명에서 용어 "예후예측"이란, "예후"와 동일한 의미로 사용되는데, 질환의 경과 및 결과를 미리 예측하는[0027]

행위를 의미한다. 보다 구체적으로, 예후예측이란 질환의 치료 후 경과는 환자의 생리적 또는 환경적 상태에 따

라 달라질 수 있으며, 이러한 환자의 상태를 종합적으로 고려하여 치료 후 병의 경과를 예측하는 모든 행위를

의미하는 것으로 해석될 수 있다.

본 발명의 목적상 상기 예후예측은 간암의 치료 후, 질환의 경과를 미리 예상하여 암의 진행, 암의 재발 및/또[0028]

는 암의 전이의 위험도를 예측하는 행위로 해석될 수 있다. 예를 들어, 용어 "좋은 예후"는 간암 치료 후 환자

의 암의 진행, 암의 재발 및/또는 암의 전이의 위험도가 1보다 낮은 값을 나타내어, 간암 환자가 생존할 가능성

이 높다는 것을 의미하고, 다른 의미로 "긍정적 예후"로도 표현된다.  용어 "나쁜 예후"는 간암 치료 후 환자의

암의 진행, 암의 재발 및/또는 암의 전이의 위험도가 1보다 높은 값을 나타내어, 간암 환자가 사망할 가능성이

높다는 것을 의미하고, 다른 의미로 "부정적 예후"로도 표현된다.

본 발명에서 용어 "위험도"란, 간암의 치료 후, 환자가 암의 진행, 재발 및/또는 암의 전이 등이 나타날 확률에[0029]

대한 오즈비, 위험비 등을 의미한다.

.[0031]

따라서, 본 발명은 일 관점에서, [0032]

a) 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 획득하는 단계; [0033]

b)  상기 서열정보(reads)를 참조집단의 표준 염색체 서열 데이터베이스(reference  genome  database)에 정렬[0034]

(alignment)하는 단계; 
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c) 상기 정렬된 서열정보(reads)에 대하여 퀄리티를 확인하여, 기준값(cut-off value) 이상인 서열정보만 선별[0035]

하는 단계;

d) 상기 표준 염색체를 일정 구간(bin)으로 나누고, 상기 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 각 구간의 양을 확[0036]

인하고 정규화하는 단계;

e) 참조집단의 정규화된 각 구간(bin)에 매치되는 리드의 평균과 표준편차를 구한 다음, 상기 d) 단계에서 정규[0037]

화한 값 사이의 Z 점수를 계산하는 단계; 

f) 상기 Z 점수(Z score)를 이용하여 염색체를 구분하여, I 점수를 계산하는 단계; 및[0038]

g) 상기 I 점수(I-score)의 기준값(cut-off value)을 초과할 경우, 간암 예후가 나쁜 것으로 판정하는 단계를[0039]

포함하는 무세포 DNA(cell free DNA, cfDNA) 기반의 간암 예후예측 방법에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, [0041]

상기 a) 단계는 [0042]

(a-i)  채취된  무세포  DNA에서  염석  방법(salting-out  method),  컬럼크로마토그래피  방법(column[0043]

chromatography method), 또는 비드 방법(beads method)을 사용하여 단백질, 지방, 및 기타 잔여물을 제거하고

정제된 핵산을 수득하는 단계; 

(a-ⅱ) 상기 정제된 핵산에 대하여, 싱글-엔드 시퀀싱(single-end sequencing)  또는 페어-엔드 시퀀싱(pair-[0044]

end sequencing) 라이브러리(library)를 제작하는 단계; 

(a-ⅲ) 상기 제작된 라이브러리를 차세대 유전자서열검사기(next-generation sequencer)에 반응시키는 단계; 및[0045]

(a-ⅳ) 상기 차세대 유전자서열검사기에서 핵산의 서열정보(reads)를 획득하는 단계를 포함하는 방법으로 수행[0046]

되는 것을 특징으로 할 수 있다.

상기 (a-ⅰ) 및 상기 (a-ⅱ) 단계 사이에, 상기 (a-ⅰ) 단계에서 정제된 핵산을, 효소적 절단, 분쇄 또는 하이[0047]

드로쉐어방법(hydroshear method)으로 무작위 단편화(random fragmentation)하여 싱글-엔드 시퀀싱 또는 페어-

엔드 시퀀싱 라이브러리를 제작하는 단계를 추가로 포함하는 방법으로 수행할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 a) 단계의 서열정보를 획득하는 단계는 분리된 무세포 DNA를 1백만 내지 1억 리드 깊이[0048]

로 전장 유전체 시퀀싱을 통해 획득하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에서 용어 ”참조집단”은 표준 염기서열 데이터베이스와 같이 비교할 수 있는 기준(reference) 집단으[0050]

로, 현재 특정 질환 또는 병증이 없는 사람의 집단을 의미한다.  본 발명에 있어서, 상기 참조집단의 표준 염색

체 서열 데이터베이스에서 표준 염기서열은 NCBI 등의 공공보건기관에 등록되어 있는 참조 염색체일 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 차세대 유전자서열 검사기(next-generation sequencer)는 이에 제한되지는 않으나, 일[0051]

루미나 컴파니의 하이섹(Hiseq) 시스템, 일루미나 컴파니의 마이섹(Miseq) 시스템, 일루미나 컴파니의 게놈 분

석기(GA) 시스템, 로슈 컴파니(Roche Company)의 454 FLX, 어플라이드 바이오시스템즈 컴파니의 SOLiD 시스템,

라이프 테크놀러지 컴파니의 이온토렌트 시스템일 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 정렬단계는 이에 제한되지는 않으나, BWA 알고리즘 및 Hg19 서열을 이용하여 수행되는[0052]

것일 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 BWA 알고리즘은 BWA-ALN, BWA-SW 또는 Bowtie2 등이 포함될 수 있으나 이에 한정되는[0053]

것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 c) 단계에서 상기 정렬된 서열정보에 대하여 퀄리티를 확인하는 것은, 정렬 일치도 점[0054]

수(Mapping Quality Score) 지표를 이용하여 실제 시퀀싱 리드가 참조 염색체 서열과 얼마나 일치하는지를 확인

하는 것을 의미한다. 

본 발명에 있어서, 상기 c) 단계는 [0055]

(c-i) 각 정렬된 핵산서열의 영역을 특정하는 단계; 및[0056]
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(c-ii) 상기 영역 내에서 정렬 일치도 점수(mapping quality score)와 GC 비율의 기준값을 만족하는 서열을 선[0057]

별하는 단계; 를 포함하여 수행되는 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 (c-i) 단계의 핵산서열의 영역을 특정하는 단계에서, 핵산서열의 영역은 이에 제한되는[0059]

않으나, 20kb~1MB일 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 (c-ii) 단계에서, 상기 기준값은 상기 정렬 일치도 점수(mapping quality score)는 원[0060]

하는 기준에 따라 달라질 수 있으나, 구체적으로는 15 내지 70, 보다 구체적으로는 30 내지 65, 가장 구체적으

로는 60일 수 있다.  상기 (c-ii) 단계에서, 상기 GC 비율이 원하는 기준에 따라 비율이 달라질 수 있으나, 구

체적으로는 20 내지 70%, 보다 구체적으로는 30 내지 60% 인 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 c) 단계는 염색체의 중심체 또는 말단체의 데이터를 제외하고 수행되는 것을 특징으로[0061]

할 수 있다.  

본 발명에서 용어 “중심체”는 각 염색체 장완(q arm)의 시작점으로부터 1Mb 내외인 것을 특징으로 할 수 있으[0062]

나, 이에 한정되는 것은 아니다.  

본 발명에서 용어 “말단체”는 각 염색체 단완(p arm)의 시작점으로부터 1 Mb 내외 이내 또는 장완(q arm)의[0063]

종료점으로부터 1 Mb 이내인 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 d) 단계는  [0064]

(d-i) 표준 염색체를 일정구간(bin)으로 나누는 단계;[0065]

(d-ii) 상기 구간별 정렬된 리드 개수 및 리드들의 GC양을 산출하는 단계;[0066]

(d-iii) 상기 리드 개수 및 GC양을 바탕으로 회귀분석을 실시하여 회귀계수를 산출하는 단계; 및[0067]

(d-iv)  상기  회귀계수를 이용하여 리드 개수를 정규화하는 단계를 포함하여 수행되는 것을 특징으로 할 수[0068]

있다.

본 발명에 있어서, (d-i)에서의 일정구간(bin)은, 구체적으로는 100 kb 내지 2000 kb 일 수 있다. [0069]

본 발명에 있어서, 상기 (d-i) 단계의 핵산서열의 영역을 특정하는 단계에서, 일정구간(bin)은 이에 제한되는[0070]

않으나, 100 kb 내지 2MB, 구체적으로 500kb 내지 1500 kb, 보다 구체적으로는 600kb 내지 1600 kb, 보다 더

구체적으로 800kb 내지 1200 kb, 가장 구체적으로 900 kb 내지 1100 kb 일 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 (iii) 단계의 회귀분석은 회귀계수를 산출할 수 있는 회귀분석 방법이면 모두 이용가능[0071]

하나, 구체적으로는 LOESS 분석인 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 e) 단계의 Z 점수(Z score)를 계산하는 단계는 특정 영역(bin)별 시퀀싱 리드 값을 표[0073]

준화하는 것을 특징으로 할 수 있으며, 구체적으로는 하기의 수식 1로 계산하는 것을 특징으로 할 수 있다.

수식 1: Z 점수 [0074]

본 발명에 있어서, 상기 (f) 단계는[0076]

(f-i) 각 구간별 Z 점수(Z score)를 기반으로 CBS 방법(Circular Binary segmentation method)으로 염색체 영[0077]

역을 구분하는 단계;

(f-ii) 상기 구분된 구역의 Z 점수(Z score)의 평균 절대값이 기준값 이상인 지역의 염색체 길이(size)를 구하[0078]

는 단계; 및

(f-iii) 하기 수식 2로 I 점수(I-score)를 계산하는 단계:[0079]

수식 2[0080]
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: [0081]

본 발명에 있어서, 상기 Z 점수(Z score)의 평균 절대값의 기준값은 1-2이고, 보다 구체적으로는 2인 것을 특징[0083]

으로 할 수 있다.

본  발명에서  CBS  알고리즘은  상기  단계에서  계산된  Z  점수의  변화가  발생하는  지점을  검출하는  방법을[0084]

의미한다.

즉, 염색체의 Z 점수의 변화가 시작되는 임의의 지점을 i, 끝나는 임의의 지점을 j, 전체 영역 길이를 N, r을[0085]

각 핵산 서열(특정 bin 구간)의 bin 값, s를 bin 값들의 표준 편차라고 가정하면 1<=i<j<=N의 조건 하에서, 아

래의 식을 만족한다.-

수식 6: [0086]

수식 7: [0087]

수식 8: [0088]

수식 9: [0089]

수식 10: [0090]

여기서 (ic, jc)는 Z 점수 변화가 실제 일어난 위치를 의미하며, max는 최대값, arg는 편각을 의미한다. [0091]

본 발명에 있어서 상기 I 점수의 기준값은 1637인 것을 특징으로 할 수 있다.[0092]

본 발명에 있어서, 상기 방법은 분리된 무세포 DNA의 농도를 측정하여, 무세포 DNA의 농도가 기준값을 초과하면[0094]

나쁜 예후인 것으로 판단하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 분리된 무세포 DNA 농도의 기준값은 0.71ng/μl인 것을 특징으로 할 수 있다.[0095]

본 발명에 있어서, 상기 방법은 상기 I 점수가 1638 내지 3012인 경우, 중등도 위험군으로 분류하고, 3013 내지[0097]

13672인 경우, 고도 위험군으로 분류하고, 13673 내지 28520인 경우 초고도 위험군으로 분류하는 단계를 추가로

포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명은 다른 관점에서, 생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 해독하는 해독부; 해독된 서열을 참조[0099]

집단의 표준 염색체 서열 데이터베이스에 정렬하는 정렬부; 정렬된 서열정보(reads)에 대하여 기준값(cut-off

value) 이상인 샘플의 서열정보만 선별하는 품질관리부; 및 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 참조집단 샘플과

비교하여 Z 점수(Z score)를 계산한 다음, 이를 바탕으로 I 점수(I-score)를 도출하여, I 점수가 기준값을 초과

할 경우, 나쁜 예후로 판정하는 결정부를 포함하는 cfDNA 기반의 간암 예후예측 장치에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, 상기 I 점수의 기준값은 1637인 것을 특징으로 할 수 있다.[0100]

본 발명에 있어서, 상기 장치는 분리된 무세포 DNA의 농도를 측정하여, 무세포 DNA의 농도가 기준값을 초과하면[0102]

나쁜 예후인 것으로 판단하는 농도 기반 예후 결정부를 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 분리된 무세포 DNA 농도의 기준값은 0.71ng/μl인 것을 특징으로 할 수 있다.[0103]
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본 발명은 또 다른 관점에서, 간암 예후를 예측하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명령을 포함하되, a)[0105]

생체시료에서 분리된 무세포 DNA의 서열정보를 획득하는 단계; b) 상기 서열정보(reads)를 참조집단의 표준 염

색체 서열 데이터베이스(reference genome  database)에 정렬(alignment)하는 단계; c) 상기 정렬된 서열정보

(reads)에 대하여 퀄리티를 확인하여, 기준값(cut-off value) 이상인 서열정보만 선별하는 단계; d) 상기 표준

염색체를 일정 구간(bin)으로 나누고, 상기 선별된 서열정보(reads)에 대하여, 각 구간의 양을 확인하고 정규화

하는 단계; e) 참조집단의 정규화된 각 구간(bin)에 매치되는 리드의 평균과 표준편차를 구한 다음, 상기 d) 단

계에서 정규화한 값 사이의 Z 점수를 계산하는 단계; f) 상기 Z 점수(Z score)를 이용하여 염색체를 구분하여,

I 점수를 계산하는 단계; 및 g) 상기 I 점수(I-score)의 기준값을 초과할 경우, 나쁜 예후인 것으로 판정하는

단계를 포함하는 프로세서에 의해 실행되도록 구성되는 명령을 포함하는 컴퓨터 판독 가능한 매체에 관한 것이

다.

본 발명에 있어서, 상기 I 점수의 기준값은 1637인 것을 특징으로 할 수 있다.[0106]

본 발명에 있어서, 상기 프로세서는 분리된 무세포 DNA의 농도를 측정하여, 분리된 무세포 DNA의 농도가 기준값[0108]

을 초과하면 나쁜 예후인 것으로 판단하하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 분리된 무세포 DNA 농도의 기준값은 0.71ng/μl인 것을 특징으로 할 수 있다.[0109]

본 발명은 또 다른 관점에서 상기 방법을 포함하는 간암의 예후 판단을 위한 정보의 제공 방법에 관한 것이다.[0111]

본 발명에 있어서, 상기 간암은 간에서 발생하는 모든 종류의 암이면 제한없으며, 보다 구체적으로는 간세포 암[0113]

종 (섬유층판성 변형이 있거나 없는 간 세포 암종), 담관암종 (간내 쓸개관 암종) 및 혼합 간세포 담관암종을

포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 용어 “예후(prognosis)”는 암의 진행, 암의 재발 및/또는 암의 전이 가능성의 예측을 의미한다. 본[0115]

발명의 상기 예측 방법은 임의의 특정환자에 대한 가장 적절한 치료 양식을 선택하는 것으로 임상적으로 치료

결정을 내리기 위해 사용될 수 있다. 본 발명의 상기 예측 방법은 환자의 암의 진행, 암의 재발 및/또는 암의

전이가 발생할 가능성이 높은지를 판단하는 것에 대한 진단 및/또는 진단을 보조하는 가치있는 도구이다.

실시예[0117]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0118]

한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는 것은 당업계에서 통상의

지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

실시예 1. 간암 환자 및 정상인에서 I-score 계산[0120]

151명 간암 환자의 혈장검체와 14명의 정상인 혈장검체에서 무세포 DNA를 추출하고 전장 염색체에 대한 라이브[0121]

러리를 제조하였다. 무세포 DNA의 추출은 다음과 같은 순서로 진행하였다. 1) EDTA Tube채혈 후 4시간 이내에

1600g에서 10분, 3000g에서 10분 순차적으로 원심분리하여 상층액(혈장)을 분리; 2) 분리한 혈장 중 1.5ml을 사

용하여 QIAamp  Circulating  Nucleic  Acid  Kit로 무세포 DNA  추출;  3)  최종 추출된 무세포DNA를 Qubit  2.0

Fluorometer에 반응시키고 농도(ng/ul) 측정; 라이브러리의 제조는 일루미나의 Truseq nano kit를 기반으로 진

행하였으며 총 5ng의 무세포 DNA를 반응에 사용하였다. 연구에 참여한 151명 간암환자의 정보는 표 1과 같다. 

표 1

151명 간암 환자의 임상 정보[0122]

Characteristics N = 151

Age, years 57 (5263)
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Sex

 Male 137 (90.7%)

 Female 14 (9.3%)

ECOG performance status

 0 52 (34.4%)

 1 97 (64.2%)

 2 2 (1.3%)

Etiology

 Hepatitis B 134 (88.7%)

 Hepatitis C 4 (2.6%)

 Alcohol 7 (4.6%)

 Others 6 (4.0%)

Child-Pugh class

 A 140 (92.7%)

 B 11 (7.3%)

BCLC stage

 B 5 (3.3%)

 C 146 (96.7%)

Macrovascular invasion

 Yes 63 (41.7%)

 No 88 (58.3%)

No. of extrahepatic spread organ sites

 0 16 (10.6%)

 1 78 (51.7%)

 2 41 (27.2%)

 =3 16 (10.6%)

Sites of extrahepatic spread

 Lymph node 64 (42.4%)

 Lung 77 (51.0%)

 Bone 32 (21.2%)

 Peritoneum 23 (15.2%)

 Adrenal gland 13 (8.6%)

 Others?

AFP (ng/mL) 

 <20 41 (27.1%)

 20200 32 (21.2%)

 >200 77 (51.0%)

 Not available 1 (0.7%)

Platelet count (Х10
3
/mm

3
) 122.0 (85.0165.0)

Prothrombin time (INR) 1.08 (1.021.16)

Albumin (g/dL) 3.7 (3.44.0)

Total bilirubin (mg/dL) 0.7 (0.51.0)

AST (IU/L) 39 (2858)

ALT (IU/L) 26 (1839)

Previous therapy

 No 10 (6.6%)

 Yes 141 (93.4%)

  Surgical resection 69 (45.7%)

  RFA 37 (24.5%)

  TACE 118 (78.1%)

  Radiotherapy 79 (52.3%)

  Liver transplantation 12 (7.9%)

Data  are  the  median  (Interquartile  range)  or  number  (%)  unless  otherwise  indicated.ECOG,  Eastern[0123]

Cooperative  Oncology  Group;  BCLC,  Barcelona  Clinic  Liver  Cancer;  AFP,  alpha  fetoprotein;  INR,

international  normalized  ratio;  AST,  aspartate  aminotransferase;  ALT,  alanine  aminotransferase; RFA,
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radiofrequency ablation; TACE, transcatheter arterial chemoembolization.

완성된 라이브러리는 NextSeq 장비에서 염기서열 분석을 수행하였으며, 샘플당 평균 10 million read(1 million[0125]

read - 100 million read)의 서열정보 데이터를 생산하였다.

차세대염기서열분석(NGS) 장비에서 Bcl 파일(염기서열정보 포함)을 fastq 형식으로 변환한 다음, fastq 파일을[0126]

BWA-mem 알고리즘을 사용하여 참조염색체 Hg19서열 기준으로 라이브러리 서열을 정렬하였다. 정렬 일치도 점수

(Mapping quality score)가 60을 만족하는 것을 확인하였다. 

GC양에 따라 각 염색체 좌위 구간(bin)의 시퀀싱 리드 수의 분포가 편향되는 것을 확인했고(도 2), 회귀분석을[0127]

사용하여 염색체별 GC 비율에 따라 정렬된 라이브러리 서열의 숫자를 교정하였다. 

이후 하기 수식 1로 Z 점수(Z score)를 계산하였다:[0128]

수식 1: Z 점수 [0129]

I-score를  계산하기  위해,  계산된  bin별  Z  score를  데이터로  사용해,  CBS  알고즘으로,  염색체를  분할[0131]

(Segmentation)하는 과정이 선행되었다.

평균 Z score 값이 절대값 2 이상인 분할 지역의 평균 Z score 와 염색체 길이를 곱한 뒤, 이 값들의 합으로 각[0132]

샘플의  I-score를  구하였고  I-score  값이  1637을  넘어가는  샘플은  혈액  내  무세포  DNA의  양이  증가하고

Sorafenib 치료에 대한 예후가 좋지 않은 샘플로 판단하였다. I-score는 하기의 수식 2로 계산하였으며, 백분위

에 따른 I-score의 값은 표 2와 같다. 

수식 2: [0133]

표 2

간암 151명의 백분위에 따른 I-score 분포[0134]

백분위(간암코호트) I-score

0~12.50% 256~611

12.51%~25.00% 612~762

25.01%~37.50% 763~1003

37.51%~50.00% 1004~1637

50.01%~62.50% 1638~3012

62.51%~75.00% 3013~7448

75.01%~87.50% 7449~13672

87.51%~100.00% 13673~28520

실시예 2. 혈중 무세포 DNA 농도(ng/μl)가 간암의 진행 및 생존에 미치는 영향 확인[0136]

총 151명 간암 환자의 혈장에서 추출한 무세포 DNA 농도 값 분포는 최소 0.13 ng/ul에서 최대 15.00 ng/ul 였으[0137]

며, 중간값(Median)은 0.71 ng/ul였다. 정상인 14명의 무세포 DNA 농도 값 분포는 최소 0.28 ng/ul에서 최대

0.54 ng/ul 였으며, 중간값(Median)은 0.34 ng/ul였다. 두 군의 차이에 대한 검정은 Mann-Whitney Test로 진행

하였으며, 그 결과 유의미하게 차이가 있는 것(p<0.0001)을 확인하였다(도 3). 

혈중  무세포 DNA  농도는 간암 환자 151명의 예후(생존 여부와 무증악기간;  Overall  Survival  and  Time  To[0138]

Progression)에도 영향을 주었다. 151명의 혈중 무세포 DNA 농도의 중간값인 0.71 ng/ul을 기준으로 하여 해당

값을 초과하였을 때의 생존 여부(Overall Survival)와 무증악기간(Time To Progression)에 대한 위험도를 평가

하였다. 151 명의 간암 환자는 모두 400mg의 sorafenib을 1일당 2회씩 복용하였으며, 항암치료 반응에 대한 평

가는 RECIST 가이드라인 Version 1.1에 의거하여 6-8주 단위로 진행하였다. 
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분석 결과, 무세포 DNA  농도가 0.71  ng/ul을 초과하였을 때 무증악기간에 대한 위험비(Hazard Ratio,  HR)가[0139]

1.71(95% CI, 1.20-2.44; log-rank p=0.002)이었으며, 생존 여부에 대한 위험비(Hazard Ratio, HR)가 3.50(95%

CI, 2.36-5.20; log-rank p<0.0001)이었다. 이를 근거로 무세포 DNA의 혈중 농도 증가가 암의 진행 및 사망의

위험을 증가시키는 것을 확인하였다(도 4).

실시예 3. I-score가 간암의 진행 및 생존에 미치는 영향 확인[0141]

총 151명 간암 환자의 I-score는 최소 256에서 최대 28520로 분포하였으며, 중간값은 1637이었다. 정상인 14명[0142]

은 Somatic CNA가 발견되지 않아서 I-score의 값이 모두 0에 해당하였다. I-score의 중간값인 1637을 기준으로

하여 을 평가하였다. 151 명의 간암 환자는 모두 400mg의 sorafenib을 1일당 2회씩 복용하였으며, 항암치료 반

응에 대한 평가는 RECIST 가이드라인 Version 1.1에 의거하여 6-8주 단위로 진행하였다. 

분석 결과, I-score가 1637을 초과하였을 때 질병의 무증악기간에 대한 위험비(Hazard Ratio, HR)가 2.09(95%[0143]

CI,  1.46-3.00;  log-rank  p<0.0001)이었으며, 생존 여부에 대한 위험비(Hazard  Ratio,  HR)가 3.35(95%  CI,

2.24-5.01; log-rank p<0.0001)이었다 (도 5). 

I-score를 8분위수로 세분화 하였을 때 생존 여부에 대한 위험비는 5분위수(1638~3012)가 2.97(95% CI, 1.28-[0144]

6.90; p=0.01), 6분위수(3013~7448)가 4.99(95% CI, 2.19-11.41; p=0.0001), 7분위수(7449~13672)가 4.52(95%

CI, 2.01-10.18; p=0.0003), 8분위수(13673~28520)가 7.72(95% CI, 3.31-18.02; p<0.0001)로 점차적으로 증가

하는 경향을 나타냈다 (도 6).

이와 같은 경향은 무증악기간에 대한 위험비에서도 유사하게 나타나는데, 5분위수가 2.43(95% CI, 1.21-4.86;[0145]

p=0.01), 6분위수가 2.73(95% CI, 1.36-5.48; p=0.0047), 7분위수가 2.26(95% CI, 1.09-4.70; p=0.0294), 8분

위수가 3.08(95% CI, 1.50-6.35; p=0.0022)로 I-score가 증가할수록 암의 진행에 대한 위험이 증가하였다 (도

7). 

이를 근거로 I-score의 증가가 암의 진행 및 사망의 위험을 증가시키는 것을 확인하였다.[0146]

실시예 4. 무세포 DNA 농도와 I-score간 상관관계 확인[0148]

혈중 무세포 DNA 농도와 I-score 모두 간암의 진행 및 생존에 영향을 주는 것으로 분석되어 두 변수간 상관관계[0149]

를 파악하기 위하여 Spearman Correlation Analysis를 실시하였다. 

그 결과, R
2
 = 0.24, p<0.0001로 분석되어 정비례의 상관관계가 있는 것을확인할 수 있었다(도 8).[0150]

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이[0152]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시 양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.
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